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ES 2309 154 T3

DESCRIPCION

Andlisis de hemoglobina.
Esta invencion se refiere a mejoras en métodos de ensayo para hemoglobina glicatada y en relacién con ellos.

Las proteinas en solucion en los fluidos corporales estdn sometidas continuamente a procesos de glicosilacion. La
glucosa reacciona con las proteinas por reacciones no enzimaticas para formar glicoproteinas, y en muchos casos el
nivel de formacién de glicoproteina es proporcional a la concentracion de glucosa en el fluido corporal en cuestion.
Para proteinas no inicialmente sintetizadas como glicoproteinas, la fraccién de una proteina presente en forma glica-
tada es, por tanto, una funcién del tiempo de vida de la proteina en el organismo y las concentraciones de glucosa a
las que ha sido expuesta la proteina.

A diferencia de las medidas de concentraciones de glucosa en sangre, plasma u orina, que solamente dan informa-
cién acerca de la concentracion de glucosa en el momento de la toma de muestra, la cantidad de una proteina presente
en forma glicosilatada da indicacién del control de concentracién de glucosa del organismo a lo largo de periodos de
tiempo mds prolongados.

Los eritrocitos (células rojas de la sangre) tienen un tiempo de vida medio de aproximadamente 120 dias y con-
tienen grandes cantidades de hemoglobina. La fraccién de hemoglobina de eritrocitos en forma glicosilada es, por
tanto, una buena medida de control de la enfermedad en pacientes con diabetes mellitus, y es una funcién de las
concentraciones de glucosa en la sangre del paciente en las semanas anteriores a la toma de muestras.

En la Patente estadounidense US-A-5242842 (Axis) se ha propuesto un ensayo de hemoglobina glicosilatada que
emplea como reactivo marcado con un informador un conjugado de 4cido borénico, por ejemplo, un conjugado de
éster de N-(resorufina-4-carbonil)piperidina-4-acido carboxilico-N-hidroxi-succinimida (RESOS) o isotiocianato de
fluoresceina (FITC) con dcido aminofenilborénico. El componente aniénico B(OH);™ del reactivo se une a los grupos
cis-diol de la hemoglobina glicosilatada para marcar la hemoglobina glicosilatada con el marcador informador (por
ejemplo RESOS o FITC).

En la Patente estadounidense US-A-5631364 (Axis) se describe un grupo de conjugados de dcido borénico marca-
dos por un informador particularmente eficaz, que incluye el conjugado xileno-cianol-acido fenilborénico citado alli
como XC-DAPOL-CPBA. El marcador croméforo da a este conjugado una absorcién maxima de 616 nm (es decir, es
de color azul) y la proporcién de hemoglobina en una muestra que esta glicosilatada puede determinarse midiendo la
absorbancia de la muestra a 616 nm y a 415 nm, donde la hemoglobina tiene un méximo de absorcion.

Un ensayo diagnéstico para hemoglobina glicatada (es decir, glicosilatada) utilizando este sistema estd disponible
comercialmente de Axis Shield Plc como el ensayo NycoCard® HbAlc. Para llevar a cabo este ensayo, se mezcla una
solucién acuosa ligeramente alcalina de reactivo con una muestra de sangre y la mezcla se aplica a una membrana
porosa que se enjuaga antes de determinar la reflectancia luminosa por la membrana (es decir por la hemoglobina
atrapada en la membrana). La solucién de reactivo comprende un agente tensioactivo (para la lisis de los eritrocitos
y liberar la hemoglobina), XC-DAPOL-CPBA para unirse a hemoglobina glicatada e iones zinc para precipitar la he-
moglobina. La hemoglobina precipitada, tanto la glicatada como la no glicatada, es captada por la membrana mientras
que otras proteinas glicatadas y el exceso de conjugado de 4cido borénico se eliminan por lavado desde la membrana
en la etapa de enjuagado.

Los resultados de este ensayo, sin embargo, pueden variar con el tiempo de almacenado del reactivo, llegando a
ser no fiables si se almacenan durante aproximadamente 6 meses o mas. Dado que un laboratorio clinico puede tener
equipos (kits) de ensayo de distintas edades, existe la necesidad de aumentar la precisién reproducible de un ensayo
de hemoglobina glicatada basado en conjugado de dcido borénico.

Los autores de la presente invencién han encontrado ahora que la fiabilidad de tales ensayos se puede mejorar si
estan presentes el conjugado de dcido borénico y el zinc en reactivos separados en el kit de ensayo. Segtin esto, un
aspecto de la invencion proporciona un kit para ensayo de hemoglobina glicatada, comprendiendo el citado kit:

una membrana porosa capaz de retener la hemoglobina precipitada;

un primer reactivo que comprende iones de zinc en solucién acuosa bdsica o que comprende un compuesto hidro-
soluble de zinc;

un segundo reactivo que comprende un conjugado de croméforo-acido borénico; y
opcionalmente, un reactivo acuoso de lavado;

donde al menos uno de los reactivos primero y segundo comprende ademds un compuesto tensioactivo capaz de
lisar eritrocitos, y donde el citado segundo reactivo, si es liquido, es dcido.
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El segundo reactivo del kit de la invencién puede ser una solucién, o puede ser un material seco o sin disolvente.
Este reactivo comprende preferiblemente al menos parte del compuesto tensioactivo. El disolvente, cuando el reactivo
es liquido, puede ser agua o disolvente organico miscible con agua, por ejemplo un alcohol, éter, cetona, amida,
sulféxido,etc., o una mezcla de dos o més de ellos. Los ejemplos de disolventes preferidos son agua, metanol, DMSO
y formamida. El reactivo incluye preferiblemente un acido (por ejemplo dcido citrico) y, preferiblemente tiene un pH
por debajo de 6, mas preferiblemente por debajo de 5, si es liquido. Si el reactivo es seco o libre de disolvente, es
especialmente preferido que se prepare por desecado de una solucién para la que el disolvente es agua, metanol, o
metanol y agua (preferiblemente hasta 70% en volumen de metanol, por ejemplo al menos 20%, por ejemplo 30 a
70%). La utilizacién de agua como disolvente es la especialmente preferida. Se ha encontrado, sorprendentemente,
que secando una solucion tal que contenga el conjugado de acido borénico y compuesto tensioactivo, por ejemplo por
evaporacion, queda una residuo oleoso que se disuelve en agua mds rdpidamente que el conjugado o el compuesto
tensioactivo solos. Ademas, cuando se utiliza un sistema metanol/agua, se encuentra que el residuo es capaz de dar un
recubrimiento mds uniforme a una superficie que en el caso de metanol solo. Los resultados son, incluso, mejores que
cuando se utiliza agua sola como disolvente. Hay que hacer notar que se conoce desde hace tiempo lo problematico
que es secar soluciones de compuesto tensioactivo con el resultado de quedar por lo general un residuo grumoso, tipo
papilla, por lo que esta capacidad para producir un residuo uniforme, dispersable rapidamente en agua es de lo mas
sorprendente.

La adicién de una macromolécula hidrosoluble que no interfiera con el ensayo de hemoglobina, por ejemplo, una
proteina tal como albimina (por ejemplo albimina de suero bovino) en la produccién del segundo reactivo, en forma
seca o libre de disolvente se ha encontrado como especialmente beneficiosa ya que el residuo seco es mas uniforme,
especialmente después de un largo periodo de tiempo de almacenamiento. La inclusidon de tal macromolécula es
también beneficiosa cuando el segundo reactivo estd en forma liquida ya que reduce la incidencia de precipitacién
del conjugado. Ademads de su inclusién en el primer o en el segundo reactivo, o en ambos, ha mostrado que acorta el
tiempo requerido para el mezclado uniforme de los reactivos primero y segundo. Como resultado, se prefiere que uno
u otro o ambos de los reactivos primero y segundo, o ambos, contengan tal compuesto macromolecular, en particular
BSA, a una concentracién de hasta 1% peso/volumen, especialmente 0,025 a 0,3% peso/volumen, mas especialmente
0,05 a 0,1% peso/volumen.

El conjugado de 4cido borénico puede, por ejemplo, ser cualquiera de los conjugados croméforo - dcido borénico
descritos en las Patentes estadounidenses US-A-5242842, US-A-5631364 y US-A-5739318; se prefiere, sin embargo,
XC-DAPOL-CPBA.

El agente tensioactivo utilizado en los reactivos puede ser cualquier agente tensioactivo capaz de lisar eritrocitos,
por ejemplo, desoxicolatos, Tritones y Tweens; son preferidos, sin embargo, compuestos tensioactivos no-idnicos tales
como Tritons, en particular Triton X-100.

El primer reactivo puede consistir en una solucién acuosa basica o puede ser soluble en agua o en una base acuosa
para producir una solucién acuosa bdsica. En el segundo caso, puede ser una solucién acuosa desecada que requiere
simplemente la reconstitucién con agua.

El primer reactivo comprende también, preferiblemente, compuesto tensioactivo y puede contener otros compo-
nentes opcionales, por ejemplo, sales inorgdnicas (por ejemplo cloruro de sodio o magnesio y azida de sodio), glicina
y compuestos tampén. El zinc se introduce preferiblemente como sal inorgdnica, por ejemplo, cloruro. El disolvente
primario es preferiblemente agua, pero pueden estar presentes otros disolventes miscibles con agua. El pH del reactivo
es basico, preferiblemente basico débil, por ejemplo. de 7,1 a 8,5, preferiblemente 8,0 a 8,2, especialmente aproxima-
damente 8,1. El pH sin embargo, debe ser tal como para hacer que la mezcla del primero y segundo reactivo sea basica
cuando se combinan los dos.

El primer reactivo contiene, preferiblemente, zinc 5 a 30 mM, especialmente 7 a 20 mM, y 0,05 a 0,22 pe-
so/volumen de compuesto tensioactivo y estd tamponado preferiblemente a pH 7,4 a 8,2.

El segundo reactivo, si es un liquido acuoso, contiene preferiblemente 0,15 a 0,75 mg/g, especialmente 0,20 a 0,50
mg/g de conjugado y 0,05 a 0,25% peso/volumen, especialmente 0,1 a 0,2% peso/volumen de compuesto tensioactivo,
y 5 a 20% volumen/volumen, especialmente 10 15% volumen/volumen de disolvente orgdnico miscible con agua,
(por ejemplo formamida o DMSO), y si es seco estd formado preferiblemente por una solucién acuosa que contiene
0,1 a 0,5% mg/ml, especialmente 0,1 a 0,4 mg/ml, mas especialmente 0,15 a 0,3% mg/ml de conjugado, 0,1 a 0,5%
peso/volumen, especialmente 0,25 a 0,4% peso/volumen de compuesto tensioactivo, 0,2 a 0,6 mM, especialmente 0,4
a 0,55 mM de 4cido (por ejemplo, acido citrico), hasta 70% volumen/volumen, preferiblemente 0 (por ejemplo 1%
volumen/volumen y mds) hasta 50% volumen/volumen de metanol, y preferiblemente 0,025 a 0,3% peso/volumen,
especialmente 0,05 a 0,1%, BSA.

El reactivo de lavado es, convenientemente, un tampon acuoso, por ejemplo Hepes. Un reactivo de lavado parti-
cularmente adecuado comprende morfolina S0 mM, NaCl 200 mM, Triton X-100 al 0,5% peso/volumen, glicerina al
1% peso/volumen, NaNj al 0,05% peso/volumen, pH 9,1.

La membrana utilizada en el kit de la invencién puede ser cualquier membrana de tamafio de poro adecuado,
siendo conveniente, sin embargo, un filtro de fibra de vidrio o filtro de borosilicato o una membrana celuldsica, por
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ejemplo, con un “tamafio de poro” de 0,5 a 1,5 um, especialmente 0,8 ym a 1,0 um. Deseablemente, dispuesta frente
a la membrana, hay una capa absorbente, por ejemplo, una capa celuldsica o una capa de poliéter sulfona, sobre la
superficie mds alejada de la superficie de aplicacién de la muestra, la que servird para arrastrar la muestra y reactivos
a través de la membrana por accién capilar.

En el kit de la invencién, los reactivos primero y segundo (donde el segundo reactivo es liquido) se disponen
preferiblemente en un recipiente de dos cdmaras con una membrana frangible de separacién de las cdmaras. Esta
puede tomar, por ejemplo, la forma de un recipiente rompible (por ejemplo de vidrio) dispuesto en el interior de un
recipiente flexible. La rotura del separador de membrana frangible (por ejemplo la pared de un vial de vidrio) permite
que se mezclen los dos reactivos antes de ser puestos en contacto con la muestra de sangre. Cuando el segundo
reactivo es un material seco, estd presente preferiblemente en el kit recubriendo la base y/o paredes de un recipiente
de un recipiente o un tapén. De esta forma, el primer reactivo se puede introducir en el recipiente del segundo reactivo
para que se disuelva el conjugado para el ensayo, o se puede colocar un tapén recubierto con el segundo reactivo seco
en el cuello de un vial (por ejemplo un vial llenado previamente) del primer reactivo liquido. El segundo reactivo, si
es liquido se puede utilizar, correspondientemente, para disolver un primer reactivo seco para utilizarlo en el ensayo.

Los recipientes de reactivo del kit tal como se suministran deberan estar, deseablemente, tapados para evitar pérdida
de liquidos o introduccién de humedad.

En otro aspecto, la invencién proporciona también un método de ensayo de una mezcla de sangre en cuanto a
hemoglobina glicatada, comprendiendo el citado método el contacto de una muestra de sangre con un agente tensioac-
tivo capaz de lisar eritrocitos, un conjugado croméforo-acido bordnico, e iones de zinc en solucién acuosa, dejando
incubar la muestra, haciendo pasar la muestra incubada a través de una membrana porosa capaz de retener hemoglo-
bina precipitada, inundando la membrana para separar el conjugado que no se ha copulado a hemoglobina, midiendo
el reflejo de la luz de la membrana a longitudes de onda a las que la hemoglobina y el conjugado, respectivamente,
absorben luz, y comparando las intensidades de luz reflejada medidas con lo que se tiene una indicacion (por ejemplo
cuantitativa, semi-cuantitativa o cualitativa) de la proporcién de hemoglobina en la muestra de sangre que esté glica-
tada, caracterizado porque el citado conjugado e iones de zinc se retinen por combinacién de un primer reactivo que
comprende iones zinc en solucién acosa bdsica y un segundo reactivo que comprende un conjugado croméforo-acido
borénico donde al menos uno de dichos reactivos primero y segundo comprende ademds un compuesto tensioactivo
capaz de lisar eritrocitos, y donde el citado segundo reactivo, si es liquido, es dcido.

Queda claro que el kit de la invencién se puede utilizar en el método de ensayo de la invencidn.

Tal como se ha mencionado antes, la combinacién de compuesto tensioactivo y conjugado es soluble en agua mas
facilmente que el compuesto tensioactivo o el conjugado solos. Segtn esto, otro aspecto de la invencién proporciona
un material soluble en agua producido por secado de una solucién (por ejemplo una solucién acuosa, alcandlica o
alcanélica-acuosa) de un acido orgéanico ciclico insaturado (por ejemplo, uno que tiene un peso molecular de 500 a
1500 D, por ejemplo un conjugado de dcido borénico) y un compuesto tensioactivo (por ejemplo, un compuesto ten-
sioactivo no iénico, especialmente un Tritén). Esta solucién puede contener, naturalmente, otros solutos que asimismo
se liberardn cuando el material se pone en contacto con agua.

La invencién se describird a continuacién ademds con referencia a los siguientes Ejemplos no limitativos.

Las condiciones de secado para el segundo reactivo en los Ejemplos 2, 5 y 6 y para el precursor en solucién del
Ejemplo 3 son las siguientes:

Se puede utilizar una estufa de secado al vacio o una liofilizadora con controlador de vacio programable. El aparato
deber4 fijarse para conseguir una presién de 7 a 10 mbar al cabo de 40-65 minutos. Las condiciones de fijacién variardn
dependiendo del nimero de tubos (cantidad de liquido) que se va a secar y el tipo de liofilizadora, Las condiciones de
fijacién pueden variar, segin esto, para producir una pelicula uniforme de material seco sobre las paredes de plastico.

Para una estufa de secado al vacio Heraeus (VT 6025) se han utilizado las siguientes condiciones (400-500 tubos):

Temperatura: 30°C
Tiempo para obtener P2: 5 minutos

P2: 100 mbar

Tiempo de estancia en P2: 5 minutos

Tiempo para obtener P3: 5 minutos
P3: 50 mbar

Tiempo de estancia en P3: 5 minutos
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Tiempo para obtener P4: 5 minutos
P4: 20 mbar

Tiempo de estancia en P4: 5 minutos

Tiempo para obtener P5: 10 minutos
P5: 7 mbar

Tiempo de estancia en P5: 804 minutos

Ejemplo 1
Ensayo de solucion 2
Primer reactivo

El primer reactivo comprende:

Tampdn Hepes 200 mM
glicina 50 mM
ZnCl; 18 mM
MgCl; 30 mM
NaCl 400 mM
Triton X-100 0,15% peso/volumen
NaNs; 0,05% peso/volumen
pH 8,12

El reactivo se prepara mezclando 1 ml de Hepes 1M, 0,25 ml de glicina 1 M, 2 ml de H,0, 0,09 ml de ZnCl, 1M,
0,15 ml de MgCl, 1M, 0,4 ml de NaCl 5M, 0,075 ml de Triton-X-100 al 10% y 0,025 ml de NaNj; al 10%. Se ajusta
el pH a 8,1 y se afiade agua hasta 5 ml.

El primer reactivo se puede obtener alternativamente como sigue:

se disuelven 24,6, mg de cloruro de zinc en 2,5 ml de agua. Se disuelven 233,8 mg de cloruro de sodio, 61 mg de
cloruro de magnesio hexahidratado, 0,05 ml de azida sddica al 10% y 0,1 ml de Triton X-100 al 10% en 2,5 ml de
agua. Se combinan entonces las dos soluciones. Se disuelven 476,6 mg de Hepes y 37,6 mg de glicina en 1,5 ml de
agua y 0,4 ml de hidréxido de sodio 5 M. Esta solucién de Hepes se afiade entonces a la solucién de zinc y Triton X-
100 y se ajusta el pH a 8,1 y el volumen a 10 ml.

Segundo reactivo

El segundo reactivo comprende:

formamida al 12,4% volumen/volumen
XC-DAPOL-CPBA 0,32 mg/ml
Triton X-100 0,15% peso/volumen

El reactivo se prepara por mezclado de 0,11 ml de formamida, 0,52 ml de XC-DAPOL-CPBA (3,15 g/litro en
formamida) y agua hasta 5 ml. Se puede utilizar DMSO en lugar de formamida.
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Procedimiento de ensayo

Se mezclan 100 p del primer reactivo con 100 ul del segundo reactivo. La mezcla se aflade a 5 ul de sangre y
se deja incubar durante 2 minutos. Se coloca entonces una parte alicuota de 25 ul en un filtro de fibra de vidrio. Se
afiaden 25 ul de una solucién de lavado de pH 9,1 (Ejemplo 4) y el resultado se lee sobre un lector NycoCard® a 632
y 476 nm.
Ejemplo 2
Ensayo de conjugado en solucion y seco

Primer reactivo

El primer reactivo comprende:

Hepes 100 mM
glicina 25mM
ZnCl3 9 mM
MgClz 15 mM
NaCl 200 mm
Triton X-100 0,1% peso/volumen
NaNs 0,5% peso/volumen
pH 8,12

El reactivo se prepara mezclando 1 ml de Hepes 1M, 0,25 ml de glicina 1M, 2 ml de H,O, 0,09 ml de ZnCl, 1M,
0,15 ml de MgCl, 1M, 0,4 ml de NaCl 5M, 0,1 ml de Triton-X-100 al 10% y 0,05 ml de NaNj al 10%. Se ajusta el pH
a 8,12 y se aflade agua hasta 10 ml.

El primer reactivo se puede obtener alternativamente como sigue: se disuelven 12,3 mg de cloruro de zinc en 2,5
ml de agua. Se disuelven 116,9 mg de cloruro de sodio, 30,5 mg de cloruro de magnesio hexahidratado, 0,05 ml de
azida de sodio al 10% y 0,1 ml de Tritén X-100 al 10% en 2,5 ml de agua. Se combinan entonces las dos soluciones.
Se disuelven 238,3 mg de HEPES y 18,8 mg de glicina en 1,5 ml de agua y 0,2 ml de hidréxido de sodio SM. Esta
solucién de HEPES se afiade entonces a la solucién de zinc y Triton X-100 y el pH se ajusta a 8,1 y el volumen
a 10 ml.

Segundo reactivo

(A) Precursor en solucion

El precursor en solucién comprende:

Metanol a 64,1% volumen/volumen

XC-DAPOL-CPBA a 0,23 mg/ml

Triton X-100 a 0,336% peso/volumen
Acido citrico 0,48 mM

El precursor en solucion se prepara disolviendo XC-DAPOL-CPBA a 0,36 mg/ml en metanol. Se mezclan 2 ml de
lo anterior con 105 ul de Triton X-100 al 10%, 1 ml de agua y 15 ul de 4cido citrico 0,1 M.
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(B) Reactivo segundo
Se evaporan 150 ul del precursor en solucién.

El precursor en solucion puede comprender alternativamente

Metanol al 20% volumrn/volumen
XC-DAPOL-CPBA a 0,3-0,5 mg/ml
BSA al 0,34% peso/volumen

Triton X-100 al 0,336% peso/volumen
Acido citrico 0,4-0,6 mM a pH 4,1

El precursor en solucidn se prepara por disoluciéon de XC-DAPOL-CPBA en metanol a 2,5 mg/ml. Se mezclan 2
ml de la solucién con 4,8 ml de Triton X-100 y se afladen 2 ml de BSA al 5% peso/volumen y el pH se ajusta a 4,1 con
acido citrico 0,1 M (unos 50-60 ul). Se afiade agua hasta un volumen de 10 ml. Se ajusta la cantidad de XC-DAPOL-
CPBA utilizada para proporcionar una densidad éptica (OD) de 32,5 a 620 nm.

Se secan entonces al vacio 125 ul de este precursor en solucién para producir el segundo reactivo.
Procedimiento de ensayo

Se mezclan 200 ul del primer reactivo con el segundo reactivo y a continuacién con 5 ul de sangre. El procedimiento
de ensayo se sigue entonces como en el Ejemplo 1.

Ejemplo 3
Ensayo de tampon seco y conjugado liquido
(A) Precursor en solucion

El primer reactivo comprende:

Hidrocloruro de glicinamida 50 mM

ZnCly 10 mM
MgCl» 20 mM
NaCl 200 mM
Triton X-100 0,1% peso/volumen
NaN3; 0,05% peso/volumen
pH 8,12

Se disuelven en 2,5 ml de agua 13,6 mg de ZnCl,.. Se disuelven 116,9 mg de NaCl, 40,6 mg de Mg Cl, x 6H,0,
0,05 ml de NaNj; al 10% peso/volumen y 0,1 ml de Triton-X-100 al 10% peso/volumen en 2,5 ml de agua. Se mezclan
entonces las dos soluciones. Se disuelven entonces 55,2 mg de glicinamida en 1,5 ml de agua y 0,4 ml de NaOH 5M
y esta solucién se afiade a la solucién de zinc. Se ajusta el pH a 8,1 y el volumen a 10 ml.

(B) Primer reactivo

Se secan al vacio 200 ul del precursor en solucion.

Segundo reactivo

La solucién que contiene BSA citada en el Ejemplo 2 como precursor en solucion se utiliza en forma liquida.

Procedimiento de ensayo

Se mezclan 200 ul del primer reactivo con el segundo reactivo y luego con 5 ul de sangre. El procedimiento de
ensayo prosigue después como en el Ejemplo 1.
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Ejemplo 4
Solucion de lavado

La solucion de lavado comprende:

Morfolina 50 mM

NaCl 200 mM

Triton X-100 0,5% peso/volumen

glicerina 0,1% peso/volumen

NaN3; 0,05% peso/volumen

La solucién se prepara por mezclado de los componentes, ajuste a pH 9,1 y adicién de agua hasta conseguir la
concentracion deseada.

Ejemplo 5
Ensayo de conjugado en solucion y seco

Se preparan los materiales para el ensayo como en el Ejemplo 2, excepto en que el precursor en solucién se
prepara disolviendo el conjugado de dcido borénico en NaOH 0,5 mM a 0,25 mg/ml. Esto requiere 10 a 30 minutos
de agitacion. Se mezclan entonces 2 ml de la solucién con 0,05 ml de Triton X-100 al 10% y se agita durante otros 10
minutos. El pH se reduce entonces a aproximadamente 4,5 por adicién de 0,01 ml de 4cido citrico 0,1 M. El ensayo se
lleva a cabo como en el Ejemplo 2.

Ejemplo 6
Ensayo de conjugado seco 'y en solucion

Los materiales para el ensayo se preparan como en el Ejemplo 2 excepto en que el precursor en solucion se prepara
por disolucién del dcido borénico en NaOH 10 mM a 2,5 mg/ml. Se mezclan 2 ml de lo anterior con 4,8 ml de Triton
X-100 al 0,7% peso/volumen. Se afiaden 2 ml de BSA al 0,5% peso/volumen y el pH se ajusta a 4,1 con 4cido citrico
0,1 M (50-60 pl). Se anade agua a un volumen de 10 ml. La cantidad de conjugado utilizada se ajusta para proporcionar
una densidad 6ptica de 32,5 a 620 nm. El ensayo se lleva a cabo como en el Ejemplo 2.
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REIVINDICACIONES
1. Un equipo (kit) de ensayo de hemoglobina glicatada, comprendiendo el citado kit:
una membrana porosa capaz de retener hemoglobina precipitada;

un primer reactivo que comprende iones zinc en solucién acuosa bésica o que comprende un compuesto de
zinc soluble en agua; y

un segundo reactivo que comprende un conjugado cromé6foro-acido borénico donde al menos uno de los
reactivos primero y segundo ademas comprende un compuesto tensioactivo capaz de lisar eritrocitos, siendo
acido el citado segundo reactivo, si es liquido, y el conjugado de 4cido bordnico y el zinc estdn presentes
en reactivos separados en el kit de ensayo.

2. Un kit segun la reivindicacion 1 que comprende ademds un reactivo acuoso de lavado.

3. Un kit como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 y 2 donde el citado primer reactivo comprende
iones de zinc en solucidn acuosa bésica.

4. Un kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 donde el citado segundo reactivo contiene un compuesto
tensioactivo,

5. Un kit segin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde el citado segundo reactivo es un material seco.

6. Un kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 donde el citado segundo reactivo es liquido y los citados
reactivos primero y segundo se disponen en un recipiente de dos cimaras con una membrana frangible que separa las
cdmaras.

7. Un kit segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde el citado primer reactivo contiene un compuesto
tensioactivo.

8. Un kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 donde al menos uno de los citados primero y segundo
reactivos contiene albimina.

9. Un kit segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 donde uno de los citados primero y segundo reactivo estd
en forma liquida en un recipiente y el otro de los citados primero y segundo reactivo estd en forma seca recubriendo
un tapon aplicable al citado recipiente.

10. Un método para ensayo de una muestra de sangre en cuanto a la hemoglobina glicatada, comprendiendo el
citado método poner en contacto una muestra de sangre con un compuesto tensioactivo capaz de lisar eritrocitos,
un conjugado de cromoforo-acido bordnico, e iones zinc en solucién acuosa, dejando incubar la muestra, haciendo
pasar la muestra incubada a través de una membrana porosa capaz de retener hemoglobina precipitada, inundando
la membrana para separar el conjugado no copulado a la hemoglobina, midiendo la luz reflejada desde la membrana
a longitudes de onda a las que, respectivamente, la hemoglobina y el conjugado absorben luz, y comparando las
intensidades luminosas reflejadas medidas, lo que proporciona indicacién de la proporciéon de hemoglobina en la
muestra de sangre que estd glicatada, que se caracteriza porque el citado conjugado e iones zinc se retinen por
combinacién de un primer reactivo que comprende iones zinc en solucién acuosa bdsica y un segundo reactivo que
comprende un conjugado croméforo-acido borénico donde al menos uno de los citados reactivos primero y segundo
comprende ademads un agente tensioactivo capaz de lisar eritrocitos y donde el citado segundo reactivo es 4cido, si es
liquido.
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